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アスペルギルス属真菌の代謝産物である terrein は前立腺癌細胞の ANG 産生を抑制することが報告
されているが，天然型 terrein は大量の菌塊から微量しか抽出できないため，薬理作用の解明は進んで
いなかった．萬代らの研究グループは terreinを完全化学合成する経路を確立した．本研究では，萬代






殖能を検討した．またヒトメラノサイト(NHEM-Ad)，ヒト歯肉上皮前駆細胞(HGEPp)を terrein 20μM 存
在下で培養し，MTTアッセイにて細胞毒性を検討した．さらに A375については運動能，遊走能，浸潤能
を検討した． 
2. Terreinが A375の ANG 発現およびリボソーム生合成に与える影響 
TerreinのA375におけるANG発現に与える影響についてはWestern Blotting法(WB法)，およびELISA法に
て評価した． ANG受容体であるPlexin-B2(PLXNB2)発現はWB法にて評価した．またリボソーム生合成に与え
る影響についてはArgyrophilic nucleolar organizer region(AgNOR)染色を施行し，評価した． 
3. Terreinが悪性黒色腫皮下移植動物モデルに与える影響 
5週齢雄 BALB/c-nu/nuヌードマウスの背部皮下に A375 を 1×106個ずつ移植し，悪性黒
色腫皮下移植動物モデルを作製した．移植から 2 週より週 2 回，terrein を 30mg/kg，
腹腔内投与し，腫瘍体積を経時的に計測した．移植後 5 週でマウスを屠殺し，腫瘍周囲
血管を解析した．また摘出した腫瘍から組織切片を作製し，抗 ANG 抗体による免疫染色
および TUNEL アッセイによるアポトーシスの検出を行った． 
4. Terreinが A375のアポトーシス誘導に与える影響 
A375を terrein 20μM存在下で培養，タンパクを回収し，Bcl-2発現，Nf-κB発現，Caspase3




Terrein 存在下で培養した A375，B16 では経時的に細胞増殖が減少しており，対照群に比
べ増殖能が有意に抑制されていた．NHEM-Adおよび HGEPpの MTTアッセイでは生存率に有意差










ANG抗体による免疫染色では ANGの染色性が terrein投与群で抑制されていた．また TUNELア
ッセイにて検出されたアポトーシスを示す細胞数は terrein投与群で有意に増加していた． 
4. アポトーシス誘導への影響 
Bcl-2 発現および Nf-κB については terrein 添加群で有意に抑制されていた．また




ANG は癌細胞に対してもオートクライン的に作用し rRNA 転写と細胞増殖を亢進させ
る．蛋白質の合成はリボソーム生合成によって厳密に制御されており，リボソーム生合




抗アポトーシス性に働く Bcl-2 を切断し，アポトーシスを促進する．Terrein は抗アポ
トーシス性タンパク質である Bcl-2 発現を抑制し，Caspase3 を活性化させ，アポトー
シスを誘導していた．ANG は抗アポトーシス性因子の発現を上昇させるが，terrein は
ANG を抑制することで，ANG の抗アポトーシス作用を阻害し，アポトーシスを誘導して
いると考えられた． 
 
【結語】 
本研究では，terreinはANGを阻害することで，血管新生阻害と腫瘍細胞のアポトーシス誘導によ
り，悪性黒色腫に対する新規治療法となる可能性を見出した． 
 
 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
【緒言】 
 血管新生因子(angiogenin：ANG)は悪性黒色腫細胞において腫瘍血管新生に加え，腫瘍細胞
増殖に直接関与しており，さらに内因性ANGの発現が線維芽細胞成長因子の発現を増加させる
ことが報告されている．これにより，ANGを選択的に阻害することで腫瘍血管新生と腫瘍細胞
増殖を同時に制御できる可能性が示唆されている．一方，アスペルギルス属真菌の代謝産物
であるterreinは，前立腺癌細胞のANG産生を抑制することが知られているが，その作用機序
や薬理作用については不明な点が多い． 
 そこで本研究では，terreinのANG産生抑制による悪性黒色腫に対する抗腫瘍効果とその作
用機序を明らかにするため以下の検討を行った． 
【方法と結果】 
1） 悪性黒色腫細胞をterrain 20μM存在下で培養し，増殖能，運動能，遊走能，浸潤能，A
NG発現およびリボソーム生合成について検討した．TerreinがANG発現およびリボソーム生合
成を抑制することにより各種細胞活性の抑制を認めた． 
2） ヌードマウスを用いて作製した悪性黒色腫皮下移植動物モデルにおいて，terreinを30m
g/kgの濃度で腹腔内投与することにより腫瘍体積，腫瘍血管新生の抑制を認めた．また，腫瘍
組織切片の免疫染色ではANG発現の抑制が観察され，TUNELアッセイではアポトーシスを示す
腫瘍細胞の増加がみられた． 
3） Western Blotting法によりterreinが悪性黒色腫細胞のアポトーシス誘導に与える影響
について検討を行った．TerreinがANG発現を抑制することでBcl-2発現を抑制し，caspase3が
活性化されることで腫瘍細胞におけるアポトーシスの誘導を認めた． 
【考察と結論】 
 本研究によりterreinが悪性黒色腫細胞のANG発現およびリボソーム生合成を抑制すること
で，各種細胞活性を抑制することが明らかとなった．さらにterreinがANG発現を抑制するこ
とで腫瘍細胞におけるアポトーシスを誘導することが示唆された．以上より，terreinは悪性
黒色腫に対して抗腫瘍効果を示し，新規治療法となる可能性を見出した． 
よって審査委員会は本論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める． 
